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研究成果の概要（和文）：遺伝子欠損マウスを用いて転写因子 Runx1 と Runx3の末梢神経系と中
枢神経系での神経発生における機能を解析し、脊髄神経節では Runx1 が細胞増殖を抑制し、ニュー
ロンへの分化を促進すること、三叉神経節では Runx3 が機械受容性ニューロンの細胞分化と軸索投
射に必須であること、舌下神経核では Runx1 が運動ニューロンの舌筋への軸索投射や終末形成に
関与することを示し、Runxファミリー転写因子の神経発生における新しい機能を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We examined the roles of Runx1 and Runx3 transcription factors in 
the neural development. We showed (1) Runx1 promotes the neuronal differentiation of 
dorsal root ganglion cells, (2) Runx3 regulates the subtype specification and axonal 
projection of mechanoreceptive sensory neurons in the trigeminal ganglion, and (3) Runx1 
is involved in the axonal projection and synapse formation of the hypoglossal motoneurons. 
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１．研究開始当初の背景 
Runx ファミリー転写因子は、ショウジョウ
バエの segmentation gene の runtと高いホ
モロジーを示す DNA 結合ドメインを持ち、
無脊椎動物から哺乳類まで進化的に保存さ
れている。哺乳類では Runx1〜Runx3 の３
つが同定され、細胞分裂、細胞分化、アポト
ーシスなどの発生現象において非常に重要
な役割を果たしている。すなわち、Runx1は
造血幹細胞に発現して血球細胞の分化に関
与し、急性骨髄性白血病の原因因子の１つで
ある。Runx2は骨芽細胞に発現し、鎖骨頭蓋
異形成症の原因因子である。また、Runx3は
種々の細胞のアポトーシスや細胞分化に関
与し、特に胃粘膜上皮ではアポトーシスの促
進によって、胃がん抑制因子として働く。
Runx3は、さらに大腸がんや肺がんなど種々
のがんにおいてもがん抑制因子として作用
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することが明らかになった。このように、
Runxは様々な細胞の発生を制御し、その異常
がヒトの疾患の原因となることが示された
が、神経系での機能解析は遅れていた（総説
として、Inoue, Shiga, Ito, 2008）。2001年
に Runx1 と Runx3 がそれぞれ脊髄神経節
（DRG）の皮膚感覚性ニューロンと固有感覚
性ニューロンに選択的に発現するという興
味深い発現パターンが報告され、神経発生に
おける役割が注目されるようになった。そし
て、申請者を含めて２つのグループが遺伝子
欠損マウスを用いた解析によって Runx3が固
有感覚性 DRGニューロンの発生に重要な役割
をはたすことを報告した。その後、申請者ら
は Runx3/Bax double knockoutマウスなどを
用いた解析から、 Runx3が固有感覚性ニュー
ロンの生存ではなく、ニューロンの発生運命
を機械受容ニューロンに変換させると同時
に、軸索投射を制御することを明らかにした
（Nakamura et al., 2008）。この間、申請者
らを含めて複数のグループによって、Runx1
が皮膚感覚性 DRGニューロンの細胞分化や軸
索投射を制御することが報告された（Chen et 
al., Neuron 49(2006)365-377; Kramer et al., 
Neuron 49(2006)379-393）; Yoshikawa et al., 
(2007))。これらの研究から、Runx1と Runx3
が DRGニューロンの細胞分化と軸索投射を制
御することが徐々に明らかになってきたが、
Runx の神経発生における機能解析は未だ不
十分であった。特に Runx1と Runx3は DRG以
外のニューロンにも発現するがそれらのニ
ューロンの発生における機能は不明であっ
た。 
 
２．研究の目的 
Runx1と Runx3が DRGニューロンの細胞分化
と投射路形成に重要な役割を果たすことが
明らかになったが、DRG 以外の部位の神経発
生における役割は不明である。また Runx に
よる投射路形成の制御機構は明らかにされ
ていない。本研究では、DRG に加えて Runx1
や Runx3が発現する三叉神経節と舌下神経核
に注目し、Runx1 と Runx3 が制御する投射路
形成を含めて、神経発生における役割を明ら
かにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
中枢神経系（脳神経核）と末梢神経系（DRG
と三叉神経節）のニューロンの多様性形成
と軸索ガイダンスにおけるRunx1とRunx3
の機能について遺伝子欠損マウスを用いて
解析する。 
（１）アポトーシスと細胞分裂  
Runx1またはRunx3遺伝子欠損マウスを用
い、アポトーシスと細胞分裂について、そ
れぞれcaspase 3抗体と、BrdUやKi67抗体
を用いて形態学的に解析する。 
（２）ニューロンの多様性形成 
①野生型マウス胎仔の脳神経核や三叉神経
節における Runx1や Runx3と各種ニューロン
サブタイプに特異的なマーカー分子（神経ペ
プチド、神経栄養因子受容体、カルシウム結
合蛋白など）との共発現を免疫多重染色によ
って解析する。 
②Runx1遺伝子欠損マウスまたは Runx3遺伝
子欠損マウスを用い、脳神経核（特に舌下神
経核）と三叉神経節でのニューロンサブタイ
プマーカー分子の発現変化を免疫組織化学
法 に よ っ て 解 析 す る 。 さ ら に 、
gain-of-function 解析を行なう。胎生 9.5 日
（E9.5）の野生型マウス胎児に子宮内
electropolation 法によって Runx1 遺伝子導
入を行なう。E13.5〜E17.5 で灌流固定し、
各種マーカー分子の発現について、mock ベ
クター導入コントロール群と比較する。 
（３）軸索投射の制御 
①Runx1またはRunx3ニューロンの軸索の可
視化 
Runx1またはRunx3を発現するニューロンの
軸索を可視化するために、 Runx1または
Runx3遺伝子のプロモーター制御下で、膜移
行型Venusを発現するトランスジェニック
マウスを作成する。 
②軸索投射の分子機構：DNAマイクロアレイ
解析 
Runx1遺伝子欠損マウスまたはRunx3遺伝
子欠損マウスDRGのDNAマイクロアレイ
解析によって、軸索投射に関連すると思わ
れる候補標的遺伝子を探索する。次いで
Runx1またはRunx3が発現調節する候補標
  
的遺伝子について、リアルタイムPCR 法
とin situ hybridization法を用いて発現解
析を行なう。 
４.研究成果 
転写因子Runx1とRunx3の中枢神経系（特に舌
下神経核）と末梢神経系（DRG と三叉神経核）
の神経発生における細胞増殖、ニューロンへの
分化、ニューロンのサブタイプ形成、および軸索
投射路の形成における機能解析を行ない、以
下のことを明らかにした。 
（１） 細胞増殖と細胞分化 
Runx1 遺伝子欠損マウスの DRG では胎生 12.5
日（E12.5）でニューロンのマーカー（NeuN、
Islet-1、Hu）を発現する DRG ニューロン数が野
性型マウスと比べて減少していた。しかし、
caspase 3 陽性細胞数に変化が見られなかった
ため、これらニューロン数の減少はアポトーシス
によるものではないことが示唆された。それに対
し、BrdUの取り込みが Runx1遺伝子欠損マウス
では増加し、細胞分裂の増加が示された。従っ
て，Runx1は細胞分裂を抑制し、ニューロンへの
分化を促進する機能を持つことが示された。さら
に、Runx1 遺伝子欠損マウスの DRG ではニュ
ーロンへの分化を抑制する Hes-1 陽性細胞数
が野生型マウスと比べ増加していた。また、
Runx1 と Hes-1 の共陽性細胞が認められ、
Hes-1 の発現を制御することが知られる Notch1
細胞内領域(NICD)発現細胞において Runx1 が
発現していた。したがって、Runx1 がニューロン
への分化を促進する機構の１つとして、Notch1
を介して Hes-1を抑制することによって、DRGニ
ューロンへの分化を促進する可能性が示された
（発表論文①、学会発表④）。 
（２）ニューロンの多様性形成と軸索投射 
①三叉神経節 
胎生早期の三叉神経節では Runx3 は TrkB と
TrkCを共発現するニューロンで発現が見られた。
次いで、Runx3 の機能について胎仔期の Runx3
遺伝子欠損マウスを用いて解析したところ、
E17.5 の Runx3 遺伝子欠損マウスでは TrkB 陽
性ニューロンが増加し、TrkC 陽性ニューロンが
減少していた。一方、軸索投射を調べたところ、
末梢では鼻部洞毛外根鞘のメルケル細胞へ、
中枢では三叉神経脊髄路核中間亜核へ投射す
る TrkC 陽性線維が消失していた。従って、
Runx3 は DRG では TrkC 陽性の固有感覚性ニ
ューロンの分化と軸索投射を制御するが、三叉
神経節では TrkB 陽性の機械受容性ニューロン
の分化と軸索投射に必須であることが示され、
（発表論文②、学会発表⑤、⑥）。 
②舌下神経核 
Runx1 の中枢神経系における発現部位につい
て発生段階を追って解析した。その結果、E10.5
の脳幹の外套層で Runx1 陽性細胞が帯状に分
布していた。その後、三叉神経運動核や舌下神
経核などの脳幹の限られた神経核に発現が認
められるようになった（学会発表⑥、⑧）。 
 舌下神経核では Runx1 とカルシトニン遺伝子
関連ペプチド（CGRP）が相補的に発現するため、
Runx1 が CGRP の発現を抑制する可能性が示
唆された。しかし、Runx1 遺伝子欠損マウスで
CGRP陽性細胞数に変化が認められなかったた
め、Runx1が単独で CGRPの発現を抑制する可
能性はないと考えられる（学会発表③）。 
 Runx1 は舌下神経核では神経核の腹尾側部
に限局して発現する。一方、腹尾側部の運動ニ
ューロンは舌前部の舌筋に投射することが示さ
れている。そこで neurofilament M、CGRPと小
胞アセチルコリン輸送体（VAChT）を用い、
舌体前部、舌体後部、舌根部への軸索投射と
終末（シナプス）形成を調べた。その結果、
Runx1 を発現するニューロンの軸索は舌体前
部に多く投射し、Runx1遺伝子欠損マウスでは
軸索と終末が有意に減少していた。一方、
Runx1 遺伝子欠損マウスの舌下神経核でニュ
ーロン数に顕著な減少が見られなかったこ
とから、軸索と終末の減少は細胞死によるも
のではなく、Runx1 が舌筋への軸索投射や終
末形成に関与する可能性が示唆された。現在、
子宮内 electropolation 法によって、Runx1
遺伝子の過剰発現による軸索投射の影響を
解析中である（学会発表①、②）。 
③Runx1と Runx3を共発現する DRGニューロ
ン 
胎生早期の DRG では Runx1 は TrkA 陽性のニ
ューロンに発現し、その後の皮膚感覚性ニュ
ーロンの分化を調節するのに対し、Runx3 は
TrkB/TrkC 共陽性のニューロンに発現し、固
有感覚性ニューロンの分化を調節する。しか
しながら、少数ではあるが Runx1と Runx3を
共発現するニューロンが存在する。それらの
ニューロンの性質を検討するために、種々の
  
マーカー分子を用いて多重免疫染色を行っ
たところ、Runx1 と Runx3 を共発現するニュ
ーロンは成体では機械受容性ニューロンに
発現することが明らかになり、Runx1と Runx3
がこのニューロンの成熟や生存維持に関与
することが示唆された。 
（３）マイクロアレイ解析 
E12.5 の Runx1 遺伝子欠損マウスと野生型、お
よび E12.5 と E13.5の Runx3遺伝子欠損マウス
と野性型マウスの DRGから抽出した mRNAを用
いた DNA マイクロアレイ解析の結果、Runx1 遺
伝子欠損マウスや Runx3 遺伝子欠損マウスの
DRG において発現量が増加または減少する遺
伝子が多数認められた。例えば、E12.5 の
Runx3遺伝子欠損 DRGにおいて TrkCなどの減
少や、cadherin 1や annexin A8などの増加、
ま た Runx1 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス で
synaptotagmin Xなどの増加や mu 1 opipoid 
receptor などの減少などの軸索ガイダンス
に関与すると考えられる遺伝子の発現量変
化が明らかになった。これらの発現量の変化
が示された遺伝子について in situ ハイブリダイ
ゼーション法と定量 PCR 法によって解析中であ
る。 
（４）Runx1ニューロンとRunx3ニューロン
の軸索の可視化 
Runx1 または Runx3 を発現するニューロンの
軸索を可視化するために、Runx１遺伝子また
は Runx3遺伝子のプロモーター制御下で、膜
移行型 Venusを発現するトランスジェニック
マウスを作成中である。 
 
まとめ 
Runx ファミリー転写因子の機能解析はこれ
まで脊髄神経節のサブタイプニューロン形
成と軸索投射が中心であった。本研究によっ
て Runx1による脊髄神経節の細胞分裂の抑制
とニューロン分化の促進作用に Notch1 を介
する Hes-1 の抑制が関与する可能性が示され、
さらに三叉神経節では Runx3が機械受容性ニ
ューロンの分化と軸索投射の制御に関与し、
さらに Runx1が舌下神経核の運動ニューロン
の軸索投射の制御に関与することを示し、
Runx ファミリー転写因子の新規の機能を明
らかにすることができた。今後は、軸索投射
における分子機構、特に Runx1や Runx3によ
って転写調節を受ける軸索ガイダンス関連
因子の解明が重要な課題と考えられる。 
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